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示 眼 蜂 分 子 鉴定 技术 研究 
ІНЕ, HEA 


(中国 农 业 大 学 昆虫 学 系 ， 北京 ”100094) 


摘要 : 通过 对 6 种 常见 亦 眼 蜂 ， 即 松 毛虫 亦 眼 蜂 Trichogramma dendrolimi Matsumura, Б ЖҮН ЖАВФЖ Т. ostriniae Pang et Chen, 
MARIRE T. chilonis Ishii、 广 赤 眼 蜂 T. evanescens Westwood、 甘 蓝 夜 蛾 赤 眼 蜂 T. brassicae Bezdenko 及 食 胚 赤 眼 蜂 Т. embry- 
ophagum (Hartig) 之 核糖 体 核糖 核酸 基因 第 二 内 部 转录 区 《rDNA-ITS2)〉 的 克隆 测序 ， 调 用 GenBank 中 同 源 序列 ， 对 不 同 蜂 种 
的 rDNA-ITS2 序列 进行 了 多 重 排比 和 聚 类 ， 探 讨 了 rDNA-ITS2 用 于 赤 眼 蜂 属 不 同 种 系统 进化 关系 分 析 及 赤 眼 蜂 分 子 鉴 定 的 可 
行 性 。 为 了 考察 rDNA-ITS2 在 赤 眼 蜂 种 下 水 平 鉴定 上 的 可 能 性 ， 作 者 收集 了 我 国 常见 的 松 毛 虫 赤 眼 蜂 6 个 地 理 种 群 《黑龙 
江 亚布力 、 吉 林 长 春 、 吉 林 仁 和 、 陕 西 长 安 、 江 苏 徐州 、 广 东 广 州 )， 采 用 相同 方法 测定 了 它们 的 rDNA-ITS2 序列 。 序 列 分 
析 结 果 表 明 ， 赤 眼 蜂 种 下 阶 元 ITS2 序列 非常 保守 ， 而 种 间 存 在 明显 的 遗传 差异 。 通 过 外 群 比 较 发 现 ，rDNA-ITS2 只 适合 于 
亦 眼 蜂 种 一 级 的 分 子 鉴 定 。 
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Application of rDNA.-ITS2 sequences to the molecular identification of Trichogram- 





ma spp. 

LI Zheng-Xi, SHEN Zuo-Rui* (Department of Entomology» China Agricultural University, Beijing 100094, China) 
Abstract: The second internal transcribed spacers (1152) of six Trichogramma species» і.е. Т. dendrolimi Matsumu- 
ra» Т. ostriniae Pang et Chen» T. chilonis Ishii» T. evanescens Westwood» Т. brassicae Bezdenko and T. embryoph- 
agum (Hartig) were cloned and sequenced» and the homological sequences available in GenBank retrieved for DNA 
alignment and clustering. The feasibility of the application of ITS2 sequences to the phylogenetic reconstruction and mo- 
lecular identification of different Trichogramma species was then evaluated. Meanwhile; six geographical populations of 
Т. dendrolimi, i.e .» populations collected from Yabuli in Heilongjiang СҮВІ,). Changchun in Jilin CJL); Кепһе іп 
Jilin СЕН), Chang’ ап in Shaanxi ССНА?, Xuzhou in Jiangsu (XZ) and Guangzhou in Guangdong (GZ), were used to 
determine IIS2 divergence between subspecies populations. Alignment of sequenced ITS2s showed that they were highly 
conserved within intraspecific taxa but that significant genetic distances existed between interspecific taxa. Comparison 
and analysis of an outgroup led to the clear conclusion that ITS2 is suitable only for species-level identification . 


Key words: Trichogramma; Uscana: rDNA-ITS2; molecular identification; molecular systematics 


我 国 赤 眼 蜂 大 量 生 产 和 应 用 已 具有 一 定 规 模 ， 
并 仍 保持 相当 大 的 应 用 面积 ， 但 作为 重要 的 天 政 昆 
忠 ， 杰 有 眼 蜂 的 应 用 基础 和 基础 研究 还 急 待 加 强 ， 
如 : 赤 眼 蜂 种 类 确认 的 快速 简易 的 方法 ， 赤 眼 蜂 产 
品 的 生产 监测 、 工 序 监 测 和 田间 监控 ; 蜂 种 优良 品 
系 的 选 育 等 。 

目前 ， 分 子 生 物 学 技术 应 用 于 赤 眼 蜂 种 类 鉴定 
和 系统 进化 研究 已 经 起 步 。 赤 眼 蜂 是 广泛 应 用 于 田 
间 鳞 序 目 害虫 生物 防治 的 卵 寄生 蜂 ， 但 由 于 该 蜂 个 


体 微小 、 缺 乏 足 够 的 形态 学 鉴定 特征 ， 赤 眼 蜂 的 鉴 
定 一 直 非 常 困 难 (Pinto and Әюшһатег, 1994), Ж 
今 一 些 种 分 类 地 位 仍然 存疑 ， 如 ; ПЫ ЛКНН T. 
chilonis 与 拟 澳洲 赤 眼 蜂 T，confissum， 以 及 甘蓝 夜 
蛾 赤 眼 蜂 Т. brassicae 与 广 赤 眼 蜂 了 ，evanescens 等 
( 庞 雄 飞 ，1999)。 不 同 的 研究 者 曾经 采用 不 同 的 方 
法 澄清 赤 眼 蜂 的 分 类 问题 ， 如 : 雄性 外 生殖 器 的 形 
态 比 较 (Nagarkatti and Nagaraja，1971，1977)， 同 位 
酶 分 析 《〈 主 要 是 酯 酶 电 瀛 ) 《Pintureau，1993) 和 生 
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殖 亲 合 性 研究 〈 主 要 是 杂交 实验 ) (Pinto et al.» 
1991)。 然 而 有 关 杰 眼 蜂 的 分 类 仍 存在 许多 争议 ， 
而 且 目 前 的 方法 常常 耗 时 费力 ， 非 分 类 专家 很 难 胜 
Е. 近来， 采用 РСВ 技术 扩 增 рма 已 成 为 研究 赤 
眼 蜂 的 分 类 鉴定 和 系统 进化 问题 的 重要 方法 
(Landry et al.，1993)， 同 时 核糖 体 核糖 核酸 基因 
CDNA) 也 作为 重要 的 分 子 靶 标 用 于 比较 近 缘 种 间 
的 系统 发 生 关 系 〈Pinto and Stouthamer，1997)。 rD- 
NA 在 所 有 生物 中 广泛 存在 ， 包 含 几 个 区 段 《 基 因 
和 间隔 区 )， 其 中 不 同 的 区 段 进 化 速率 不 同 ， 因 此 
可 分 别 用 来 对 不 同 分 类 阶 元 作 系统 进化 研究 。 在 种 
及 种 下 阶 元 ， 第 一 和 第 二 内 部 转录 区 《TITS1 和 
ITS2) 曾 被 用 作 许 多 类 群 的 分 类 工具 ， 如 : 真菌 
(Carbone and Kohn，1993)、 植 物 (Hsiao et al.» 
1994) 71274) (Campbell et al.» 1993). ITS rDNA 
测序 及 酶 切 分 析 被 认为 是 非常 有 前 途 的 赤 眼 蜂 种 群 
分 型 鉴别 的 手段 《Sehilthuizen апа Stouthamer，1997; 
уап Кап et al., 1996). 

本 研究 的 目标 是 通过 赤 眼 蜂 不 同 种 和 不 同 地 理 
FPEF TTS2 的 克隆 测序 和 分 析 ， 探 讨 ITS2 ТЕЗ FEER 
区 段 在 进一步 开发 赤 眼 蜂 快 速 简易 分 子 鉴 定 方法 上 
的 可 行 性 。 


1 材料 与 方法 


11 САН 

研究 中 使 用 的 6 种 赤 眼 蜂 ， 即 松 毛 忠 赤 有 眼 蜂 
Т. dendrolimi Matsumura, EXIS ZRIRĖŠ T. ostriniae 
Pang et Chens RIRE T. chilonis bii、 广 赤 眼 
蜂 Т. evanescens Westwood、 甘 蓝 夜 蛾 赤 眼 蜂 Т. 
brassicae Bezdenko 由 北京 市 农林 科学 院 生 物 防 治 科 
研 中 试 基地 王 素 鞭 提供 ， 其 中 前 3 种 为 生产 种 群 ， 
后 2 种 为 原 种 ; 食 胚 赤 眼 蜂 Т. embryophagum СНаг- 
tio 由 中 国 农业 科学 院 植 物 保护 研究 所 王 振 营 提 
供 ， 该 蜂 由 联邦 德国 农林 生物 研究 中 心 生物 防治 研 
究 所 Hassan 博士 惠 赠 。 研 究 中 使 用 的 松 毛虫 赤 眼 
蜂 的 6 个 地 理 种 群 由 北京 市 农林 科学 院 生物 防治 科 
研 中 试 基地 张帆 和 王 兵 提供 ， 分 别 采 自 我 国 6 个 不 
同 地 区 :黑龙 江 亚 布 力 〈《YBL)7、 吉 林 长 春 〈JL)》、 
吉林 仁和 《RH7、 陕 西 长 安 CHA) H iR A 
CXZ)、 广 东 广 州 《GZ)。 赤 眼 蜂 饲养 及 样品 处 理 参 
照 李 正 西 和 沈 佐 锐 《2001) 的 方法 。 
12 主要 生化 试剂 及 DNA 提取 方法 

РМА 提取 方法 参照 李 正 西 和 沈 佐 锐 〈2001) 方 
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法 。T 载 体 试剂 盒 pGEM® -T Vector System I> DNA 
快速 纯化 试剂 盒 Wizard PCR Preps DNA Purification 
System KAIRE BstZI 为 Promega 公司 产品 ;Taq Ё 
为 GIBCOBRL (EA) 产品 ， 自 动 测序 和 引物 合 
成 委托 上海 生 物 工程 公司 完成 : 亚 克 隆 受 体 菌 为 
Е. сой DH5a; EARE К 71 ANTP 混合 液 为 MBI 公 
司 产品 。 
1.3 PCR 扩 增 及 电泳 

根据 李 正 西 和 沈 佐 锐 〈2001) 的 方法 ， 总 反应 
体积 50 uL: 40.2 uL 超 纯 水 、5 uL 10 x buffer，0.8 
І. 10 mmol/L dNTP 混合 液 ，25 pumol/L 正 反 引物 各 
1.2 nL，1 pL 模板 DNA，0.6 uL Тац Ё C5 шыт). 
扩 增 ITS2 区 段 的 引物 为 : forward-ITSN2 5'-ТТС TCG 
САТ ССА TGA АСА АСС-3' 和 reverse-ITSB 5'-ТСС 
ТСС ССТ ТАТ TGA ТАТ СС-3'. PCR 循环 程序 为 : 
95% 变 性 3 min， 接 着 进行 32 个 循环 : 94% 变性 1 
min、50% 退 火 1 min、72% 延伸 2 min， 最 后 72°С 
延伸 7 min， 置 4 保存。PCR 产物 用 1% 琼脂 糖 
(Spain) НА >, RULE СЕВ) 染色 ， 
ADNA EcoRTI/ 玉 rd 亚 分 子 量 标准 参照 物 。 
1.4 克隆 及 测序 

电泳 后 ， 将 PCR 产物 仔细 割 下 ， 分 别 置 于 1.5 
LACE, ЖИН ОМА RERA AIE (Wizard ) 
回收 РСВ 产物 ， 每 样 收集 25 ш. E m 216 6 
应 、 热 激 转 化 和 蓝 和 白斑 筛选 都 参考 萨 姆 布鲁克 等 
(1993) 方法 。 阳 性 克隆 鉴定 时 ， 先 纯化 质粒 ， 表 
用 内 切 酶 Вы71 СЕо5210 进行 酶 切 鉴定 。 将 阳 
性 克隆 转 接 摇 菌 8 h， 取 400 uL 加 25% 消 毒 甘 油 冷 
冻 后 交 上 海 生 物 工程 公司 自动 测序 。 为 了 确保 测序 
的 准确 性 ， 本 研究 分 别 对 含有 同一 赤 眼 蜂 个 体 
DNA 插入 片段 的 多 个 阳性 克隆 进行 了 测序 。 
1.5 序列 分 析 

将 所 测 得 的 ITS2 序列 在 GenBank 中 作 BLAST 
搜索 ， 利 用 核酸 序列 分 析 软 件 МАМАМ? version 
4.0 СТуппоп BioSoft，Copyright 1994 - 98) 对 序列 进 
行 排序 剪裁 ， 并 将 完整 TTS2 序列 提交 GenBank 注 
册 。 取 自 GenBank 的 参照 序列 及 其 登录 号 分 别 为 : 
Т. sibericum (074606), Т. deion (AF082823), Т. 
oleae (U74601), Т. рішпегі (U74602), Т. pretio- 
sum (U74604), Т. brevicapillum (U74673), T. cor- 
dubensis (1774675). Т. kaykai (U76228), T. nubi- 
lale (U74600), T. pratti С AF082817), Т. 
(AF082815), Т. bourarachae (AF043626), T. pin- 
toi (AF043622), T. turkestanica (AF043615). %# 
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进化 分 析 所 采用 的 序列 代表 赤 眼 蜂 属 不 同 种 及 松 毛 
忠 赤 眼 蜂 的 6 个 不 同 地 理 种 群 。 不 同 的 “ 单 模 标 
Ж” (haplotype) 由 于 其 ITS2 序列 基本 相同 ,分析 
时 只 选用 其 中 一 条 序列 用 作 系 统 进化 分 析 。 外 群 采 
用 已 在 GenBank 中 注册 了 的 尤 氏 赤 眼 蜂 属 的 Uscana 
semifumipennis (USU74608 )。 系统 进化 树 的 构建 采 
用 软件 МЕСА version 2.1 (Kumar et al.，1993)。 进 
化 距离 计算 分 别 选 用 各 种 常用 的 数学 模型 《Nei апа 
Kumar» 20002, #1: Tamura-Nei 模型 《Tamura апа 
Nei» 1993). Kimura 2-parameter 模 型 〈 Kimura» 
1980) 及 Jukes-Cantor 模型 《Jukes and Cantor，1969) 
等 ;建树 方法 采用 常用 的 UPMGA 和 Neighbor-Join- 
ing ND 方法 ， 并 分 别 根据 最 小 进化 《ME: mini- 
mum evolution》 和 最 大 简约 《MP: maximum parsimo- 
пу) 丙种 假定 建树 ， 最 后 运用 Boostrap 1 000 次 对 进 
化 树 进 行 检验 。 


结果 和 讨论 


2.1 2889 ITS2 序列 

6 种 赤 眼 蜂 及 松 毛 忠 赤 眼 蜂 6 个 地 理 种 群 TTS2 
全 序列 已 在 GenBank 中 注册 ， 登 录 号 见 表 1. 
2.2 基于 rDNA-ITS2 的 赤 眼 蜂 系 统 进化 分 析 
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基于 赤 眼 蜂 属 不 同 种 、 松 毛虫 赤 眼 蜂 不 同 地 理 种 群 
及 外 群 ITTS2 排序 图 (图 1)， 根 据 Tamura-Nei 模型 
(Tamura апа Nei，1993》 计 算出 不 同 赤 眼 蜂 种 及 地 
理 种 群 的 进化 分 歧 和 矩阵 〈 表 2)。 最 后 采用 ОРСМА 
算法 推定 出 赤 眼 蜂 属 18 种 和 松 毛虫 赤 眼 蜂 6 个 地 
理 种 群 〈 尤 氏 赤 眼 蜂 作 外 群 ) 的 分 子 系统 进化 树 
(E3) (1 000 次 Bootstrap ER, (БЕКЕТ ЯД 
换 具 有 相等 权重 )。 


表 1 赤 限 蜂 及 其 地 理 种 群 -DNA-ITS2 全 序列 
在 GenBank 中 的 登录 号 
Table 1 GenBank accession numbers of rDNA-ITS2 complete 


sequences for different Trichogramma species and populations 


登录 号 


GenBank accession numbers 


ТЕА СВА) 


Species апа strains 





松 毛 虫 赤 眼 蜂 了 .dendrolimi 
长 安 种 群 了 .dendrolimi СНА AF453554 
广州 种 群 Т. dendrolimi GZ AF453555 - AF453557 
长 春 种 群 了 .dendrolimi JL AF453558 
仁和 种 群 ?了 .dendrolimi RH AF453559 
徐州 种 群 了 .dendrolimi XZ AF453560 
亚布力 种 群 T. dendrolimi YBL АЁ453561 

玉米 蝇 赤 眼 蜂 T. ostriniae AF250559 

ШЕ ЛЕН КЕ Р. chilonis AF422845 


ГВ Р. evanescens 
甘蓝 夜 峨 赤 眼 蜂 Т. brassicae 
ВАВ Т. embryophagum 


AF453563 - AF453565 
AF453566 - AF453567 
AF453562 
































TOCHA  GG-GTEGTTT АТАЛАЛАСОА АССССАСТСС ТСАСТСОСА- -= ==- AGA САбАССОТТО АТСТОСОСОС 1061-СІСІС ТСТСТСТӨТЕ TOTCOGFETG TEGTTOECT CICTEITCGA 120 
ТВ62. Ө0-ӨТСӨТТІ АТАЛАЛАСЫА АСССОАСТОС ТСАСТСССА- ------- АСА САСАСССТТО АТСТССОССС ТССТ-ӨТЕТС ТСТСІСІСІС ТӨТСҮСІСТО ТТОТТТІСІС СТСТСІТСФА 120 
ТІКІ, СОСЕТ АҒАААЛАСЫА ДОССОАСТОС ТСАСТОЯСА- -------АСА бАӨЛЕССТТӘ ATCTGGGCGC ҮССІ-СТСІС ТСІСІКІТСІ- -+ -СІСІСІС СТСІТІСТАТОС СТСІСТІСОА 190 
ТІМ ССТТ АТАААААССА АССССАСТОС ТСАСТОВСА- =se - Аба GAGAGCETTG АТСТОСбСОС ТС61-ӨТСТС ТСТОТСІСІ- = САТО ІНИТОТАІС СІСІСТІСӨЛ 120 
ТІК ба-ӨТССТТТ АТАААЛАСОА АСССОАСТОС ТСАСТСССА- ---- > АСА GAGAGEGTTG ATETGEGCGE 1СӨТ-ОТСТІС СТСТ СТО TOCTETCIC (ЛОТЕТІСӨА 120 
ТІН. 66-СТСОТТТ АТАААЛАССА АССССАСТОС ТСАСТСОСА- -------АСА САСАСССТТО АТСТОСӨСОС TEGT-GTETC ТСТСТСТОТС ТОТО -=> “ТӨСТЕТЕТІ СІСІСТІТСбА 120 
ТВСЕК (6 ӘӨТСӨТТІ АТААЛААССА АСССОАСТПС ТСТСТСССА- ------- АСА CAGAGCOT TG АТСТССОСОС ТОСТ-СТСТА ТЕТСТЕГІ-- ---------- -й-СІСІІ-С ТІС------- 120 
вок -LN АТААААААТА ЛССССАСТОС ТСТСТТТТАС ТТТТТЄТАХА молесетте ATCEGONCGE TEOTEGCNCE СТЕТТТТСТА ЛАЛСАЛАЛАС МЄКТАТТТТС ӨТООССТСАА 120 
TBREV САССААСТТТ АТААЛААСПА ДОССОЛСТЕС ТСТСІСІСІ- ------- С TAAGA 0 А---бАПАСА {АСС (ТТА ТСТОСССОСТ СӨТТСЕСІН АСОСААТСТО G сес 120 
TEONF  CG-GCECGITT АТААЛААССА АСССОАСТАС TCTCTCGCA- ------- АСА CAGAGCETTES АТСТОСОСОС ТОСТ---СТС ТАТОЛССТА- --СЧСӨСТСТ ТІ-С------ ---------- [90 
TEORD СССА ӨТТІ АТАААААССА АСССОАСТОС ТСТСТСТСТ- ------- СТС ТСІСІСТОТТ ССААСАСАСС АССА САСАС --СОТТОАТС ТОӨӨСЕСІСО 7--СТСҮЛІК 1СТТАСТ--- 120 
ТИЕІ0Ч ------ ӨТТІ. АТАЛАЛАССА ACCCGACTGC ТСТСТСІС- а Ла а-а ааа Тете Т--------- CTEGUC ЛАСАСА---- ---------- 120 
TECN GG-GTCGTET АТАЛАААССА АССССАСТОС ТСТСТСОСА- =- -АСбА GAGAGCGETG ATCTEGGCGC ТСОЛ-СТСТА ТСТСТАТССС CECGEECGCG CG СТСТІІС FICTATTCGT 120 
TEMGER СС-СТСОТТТ ATAAAAACGA AUCEGACTGC ТСТСТСОСА- -------АСА GACAGCGETG ATCTGGGCGU TEGI GTETE ТАТСТССТТА CTETTETTEG AAG-FGTATA G-CAGTGCGA 120 
ТКАҮ О ------ ЕТТТ АТАЛАААССА АССССАСТОС ТЄТЄТ > --- ---------- ---------- КІСІ---- -U IE -FETC ТСТСТСАСФА САСА----бА САСАСАСАСТ САСАСАСССТ 120 
TNUB АСАА: “ЕТГІ АТАААААСАА ACCCEACTGL TOGCGCAC-- --- -一 -- 一 LEOCCRUG СТСТАСОСІС TATG-AACOG ANAGTGCTOC TEEGCGCCGA GEETTG---- АТСТСССССС 120 
ТОСА ССЗЕТСС ТТТ АТАААААССА ЛССССАСТОС ТОРСТСССА- -------АПА САСАСССТТС СТСТОСОСЕС TEGT-GTETC ТАТСТСТОС- соса СТ-СІСІТ-С ТТСТАТТОСА 120 
TOLE АСАА- ӨТТЕ АТАААААССА АСССОАСТОС 1--------- ғыл өзне мк сылы ад “ІТСІСОС А А GAGAGAGCOT 120 
TAT АТСАТАСТРТ АТААЛААССА АСОССАСТОС ТСТССОСА- -------АСА САСАСССТТО ATCTOGGCGL 1661-СТС-- --ТАТС- 1E ТІТАТАСТСІ Te СТСТСТС (СТССІС--- 120 
ТРВАТ === СТГ АТАЛАААССА АССССАСТСС ТСТСІСОСА- -------АбА GAGAGCGTTG АТСССОСССЄ 1С6-<-ТСІС ТАТСТСТТЕС ТСІСІСІЕТС ТСССТЕТСІС ТОТСІСІСІС 120 
TRRET АСАА--СТРІ АТАЛАААССА АСОССАСТСС T- -------- -------- 让 а е ТОЕ ЗА DAGAGAGCET 120 
TSATIL ------СТТІ АТАААЛАССА АССОСАСТОС ТСТЕТСІС-- >> e ----- ---------- ---------- ТС ТАТСТСӨСТС ТӨТСТСТСЯС ААСАСАСАЛА САСАСАСАСА [20 
TRIR СА-6---ТТТ АҒАЛАЛАССА АССССАСТСС ТСТСТСОСА- ------- AGA бАЙАШДУГ: АТСТССССОС TEGT- -CFC ТАТСТСТСС- - АССССТСТ СІ-СІСІТ-С ТЕСТАТТССА 120 
TILRK ------СІТІ АТААЛААЛОСА АССССАСТСС ТСТСТСОСА- <-----АСА GADAGUETT АТСТССЫСОС FEGT OCTETA ТСТСІТСІС --------ТА ТА-СІСІІ-С 1ІС------- (20 
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LSUANA CECA УСТАЕТ АТЛААСАААА AUUAGAUTGU TTTGACCAGA АТТАТТТАТТ 一 -AICTCTG GTC-GAAAGC -GAACGACTG AGCGTTCGTC 454---БАТТА ААСАСАСАТС GG-AGGGCAA 120 


ТОСПА САСРСТОССА ССАССАССАС САССАССАС- ---------- -ТОЛАСАСОА САССТ-СОСС --ТСАААСО- АЛАСОСААСА АЛА----АТС АТС “А АТ1С--Ө1-- --ТСӘТСТАО 240 


TDGZ GAGTGTGGCA ОСАССАССАС САССАССАС- ------. -ТСААСАССА САССІ-СӨСС --ТСАЛАСО- АЛАССОСАЛСА АЛА----АТб АТ6--- A АТТС--СТ-- --ТСОТСТАС 240 
ТОЛ. САСТОТАССА ССАССАССАС САССАССАСС А-6------- -ТСААСАСОА CACGT- OGEC > <ТСАЛАСО- ААЛСОСААСА АЛА----АТЫ АҒ (--е---А AFTE GF --ТСОТСТАС 240 
TDRHI САСТОТЛОСА ОСАССАВСАС САССАОСА > --0------- -ТСААСАССА САССТ CGCC CAAACG АЛАСЫСЛАСА ААЛ----АТб А?0------ А АТТС--1-- --ТСОТОТАСВ 240 
TDXZ САСТОТАССА ССАССАССАС CAGCAGCAG- ---------- -ТОЛАЛАССА CAUGT-CGCE --ТСАЛАСО- AAACGCAAGA ААА----АТб ATG- - А АТТС--67-- --ТОСТСТАС 240 
TDYRL САСТОТАССА GCAGCAGCAG CAGCAGCAG- ---------- -ТСААААССА САСОТ-СӨСС --TCAAACU- АЛАСССААСА AAAG АТС АГ ----А ATTE--GT-- --ТСОТСТАВ 240 
ТИШ AC A жзежсезсае С0А------- -ССАСТОТСА ТАССТ-СӨСС --ТОСАЛАСС- AACGGCAAGA АЛА-——-АЛС АТ6------А ATT--UGI-- --TEGTCTAG 240 





TBOLR ССААСАСССА АСААТСАСАА САТССЛААСС АТАССССАСА АТССТСАЛАА GALETTEGET ССТССАЛАС: AGACGCAAGE СТСТОТСОСО ATTTFCACCG АТСЛАТАТСС САТСОТСТАС 240 
TBREY  GCGCTEGAC- > (СЄ ССТТАААСОА ТІ 


TA------- -GUAA----- ---------- -------- G- ЛААСССАААА АЛА------б ATG------- КІТС--- GTTEGTCTAG 240 
СОКЕ  --------- G AGAGT-GTEG CAG-- =: © ФСА------- -GTG-TG--A TAGGT-CGCC --ТСАААСС- AAACGCAAGA ААЛ----ТТб ATG------A ATT--CGT- 2 YCGTCTAG 240 





TCORD CTTCTCTED CUAAGTGT-- --А------- -GCAGFGTGA ТАССТ-СОСС --ТСАААСО- ARACGCAAGA GAA----AAG ATG------ А КІТС--4Т TEGTCTAG 240 
ШЕП“ ------- АСА САСАСССТТО АТЕТОСОСОС Т00------- -ТӨ6ТСӨС-ТА ТСТСТ- TECT --ӨСІСТСІ- ------ САСО АбА----ПТА 67А------Т А САТ СТОСОССА- 240 
ТЕСМ -АбАП-АбАб АСТОС-СССА САПТ-ОТ-6С 6ТА------- ~ GCAGTGTOA САСОТ-СОСС --TCAAACG- ЛАЛСССААСА ААА--—-ААб АТО А АЇГ-—АП—— --ТсеТетее 240 
TENMGER ОСАСОТСОСС ТТАААССААА СССААСАЛЛА АЛС------- -АТОААТТСС ТТСОТ-СТАС --СТОССОА- ЯХСОСТТАС ССС----ТТС «АС------ А ӨТТСІСӨТ- бСТЄӨТСТӨС 240 
ТКАҮ TCATETEGCC GETCGTGTET СТСТ-АССАС ШСА------- -ССАСАССТА ТЕСТОТ TRET -бСТЄТСС  АСАСС- АСТ АТА----ОСА 


= 
> 
> 

1 

1 

1 

1 

1 

1 


了 GTOCGTOT  GTECCETGAGA 240 
ТМВ TeGTCTCTCA СТСАСТСАСТ COFTGAGAGG бАС------- --- АСАСАСА САССТ СОСС --ТСААЛСС- АСАЛЫСАЛСА АЛА----АЛС КІС------ А АТІСТСӨОТ-- --ТОССТСТАС 240 
TOCYN “АСТТТАСАС АСАСТ-ОТАС САС a | ===== -CTHATGT-A ТАССІ-СОСС --ТСАААСО- АЛАСОСАЛСА ЛААЛ----ЛАб АТО =e А АТТ COT- --ТСОТСТАС 440 
FOLE TEATETERGC GETEGTEFCG СОСАСАССАС ---------- -- А-САС-ТА ТЕТСТ-ТОСТ --“СТОТСА > ---0АСТ ATA- ССА GiG = ӨТӨТЕІСІ-- GTGTGCUA 240 
ТРҺАТ  ---------- -САССАССАСЄ АСААСТОТОТ АТА------- -GCAGTHTOA ТАСОТ -СОСС --ТСАЛАСО- АЛАСАСАЛСА ОАА----АЛб АТ6------А АТС--С1-  -ТССТОТАС 240 
TPEAT ТСІСТССОСІ ТІСІТІСТОС ТСОССАСТАО ТАб------- -GOGAGA-AG ЛОЛАС-ЛСАА --САСАЛСА- ------ СЛАЛА АСА----бОАб АА46------ А САСТАТАС-- CAGTOTGA = 240 
TPRET  TGATETGGGE ССТССТеТСе СОСАСА-САС ---------- --ААСАС-СС ТСТСІ-ТӨСТ ---СТСТСА- === САС ЛІА----ССА 610------ ТОТА ТОТ GC TGCGA-- 240 


TSATH  CAGAGACAGA GAGAGCOTT АТСТОСОСЧС TUG------- -ТОТСАС-ТА ІСІСІ-ТӨСІ --ССІСІСІ- ------ CAGA СТА----СТА С1ІД------ Т А-бсл-аТ- «Т Ac 240 





1518 ЗАСТТТАСАС АСАСТУСТАС ССА <<:--- США------- -616-Т6--А ТАСӨТ-СӨСІ --ТСАЛАСО- ЛЛАСОСААСА ААА-——-ААП Л/%------ А АТҮІ--СӨТ--  -PCGTCTAG 240 





上 TURK “СА А(ЛОТ-АТА- = +- GC АСІ------- -ОТСАТАТСА ТАСӨТ-СССС --ТСАЛАСО- САСАССААСА САА----АЛб ЛІй------ А ATT--CGT < ТОСТСТАВ 240 





LSCANA (СТСОСТТӘС ТСТТЕСӨТТТ СІСІС-СТОС CTCGGCOTCG СТТОАААТАА СОТСОТСЕ6С ТААСА--ССТ АСССССССАС AAGTCGAAAG АСОССААССА АТ----бАСО АТААААЛАСА 240 


TOCHA  С-Набсасба- -СӨСОСТТАС СОСТТОСАСА >- GTA- se rl ТД 3:6 са “ТООАСТА ТТС АТС ТАИСӨТСО легсесселі СТІ-СТОС- ЗИ 


TREZ с-Тайсаса- -СОСаСТТАС СОСТТОПАСА = 一 -个 TA--- ---------- CT 


TEGAGTA СТҮССПАТСӨ TYETUCGTEG латсссввла СТІ-СТСОС- 3a 
TOIL C Тесс = -CGCGCTTAC СОСТТОСАСА ----(аТА--- ---------- СІСС-.---11 --------і Са - “ТОСАСбТА СТТОСООАТСЫ ТТОТОСАТОО AGTECCGGAG «ТТ PC 360 
ТОН CeTECEGEG-= -CoCOCTTAC СОСТТОСАСА ----бТА--- ---------- Стеб ГТ ----<----Са - ТСОЛӨТА СТТОСОАТСО ТТЕТЫОАТСа ACICCEGGAG (ЛҮ ЄТСЄ 380 


Тіке с-тессаса- -COCGCLTTAC СӨСІТЕСАСА ----(СТА--- ---------- CIGG- --- Б aaa. Се ---ТССАСТА CFTECGATEG PTEFCEGTEG ACTECCGGAC CTT CTCGC 360 





ТВ. СТС -СОСАЛТАС СӨСІТЕСАСА ----(ТА-—- ---------- СІС6----ТІ --------СС ---ТСОАСІА СТІССОАТСО ТІСТССЕРСІ АСТСОСОСАО СІТ-СІСОС- 36D 
TREGER С ЧИС -СаӘСЕСТТАС СОСТТООАСА ----СТА--- ---------- СТО СОС ---- ССАСТА СТТОСОАТСО ТТТОСатса АСТСССОСАС СТТЕСІСІ-- 360 


TROLR 4-таасасас ССССАССАСТ СТСТТОСАСА АТСАССАТСА ТССАСОСОСА СТТОАТООТО CGTETETEOTG ТСТОТСССАА ТТССССАТСС TEGT-CETEG летесеееАб СІСетттесе 360 





SARBEY L- TELECGCGE GCPCGCO-AC САСТТОСАСА С--А------ ---------- -ТІса-саса ТОТСАСАТ1- -------- CA TTTUACA--- --- ССТТ САТСТТОССА TPEG-TECGTU 560 
TENI?  C-TEGCGOG  -OGCGETTAU СОСТТОСА А > ОТАУ e= eee erce 0520022. “4 CGAGTA 


т 


ТІСОСАТСО TTETCEGTEG АОТССССПАС ГТІТетсасА RBO 
TCORD  C-FEGEGTG- -СОСОСТТАС СОСТТОСАСА ----ОТА-СТ ---------- Coi 020 > ТОТАЛАМЫЯ, -MITA 


СУ 


ТТСОСАТСО TIETECGTEG AGTECCGGAG ІЛТТСТССА 260 


5 


TELON САСОТСОССТ -САЛАСОААА UGUA AGAGA Ac ЛАСАТОА АТТАС СЄТТ СӨТЕТЕЕСТО CHEE Се ТРА СЄПОТТССАС AGTACIEGCG ССТ --ААА 360 


TECN (СОЧИ -CUCGCTTAC СПСТТОСАСА ----ПТА--- --->------ 0 06--- ЛГ ---------- ------АСТА 


т 


ТТСССАТСС THOTOLGTEE AGITCECGCAG ІЛТІСІСІ-- АМО 





TEMGER C GGAGAGA  GACACTTAG састстатат Т ссатетст СТА GETT GGECUGCGCEG CECAGUTA CTTECGATCG TTETOCETEG AGTECCGGAG CTE СІССА 360 
ТКАҮ САССТССССТ -САЛАССААТ ТОСА-АСАСА Д--ДАСАССА ---------- АТ-Т CETEFGECTU -COG CU- -СӨСІТА ССӨСІТССАС AGTACIEGCG ТОСОГІТААА 360 
ГМ. C-TEGCECG- -сасасас-Т СОТАСССССА G--GTGGAGA ---------- GECE TT С60------- --- {СПА БАС СОТСОСАТОС ТӘТТСТӨСІС CGIC “ПАС CA 460 
тск E TAGECGCG- -СӨСІСТТАС СЕСТТООАСА ----ОТА--- -------- o C 5550 ч--ф---е-е ----{ (А ТА СТІСССАТСО ТТСТОСОТСС АС ТОССССА ГІТТСІСІ-- 180 


ТІНЕ САССТССССТ -САААССААА СССА-АСАСА А--ААСАТСА ---------- АТТАС-ССТТ COTCPGOCTE = GERCECG CG -C -TTA ССОСТТОСАС АСТАСТСАСО TOTGT ААА ABO 





ТАТ CIC -СӘӨСӨСІТАС СОСТТССАСС Е В АО © ТОТЛААЛОСС “ССАССА СТТОСОАТСО TICHICGTCG АӨТСССООАС СТТ СТССС 260 
SPRAT САСОТСОССТ -САЛАССАЛА АССА-АСАСА А--ААСАТаЛ ---------- АТҮ---СОТТ CETCEGGECTU ---ПЦОМЯЛ С0--С--ТТА ССОСТТОСАВ- АБТАСТСОСО CERIGI=-AGA S60 
TPRET САССРССССТ -САЛАССАЛА СПСА-АСАПА АЛ--АЛПАТаА ---------- ATEGG-CETT СӨТСТӘССІГІ == ССС Ха Са--С--ТТА ССООТТОСАВ АСТАСТСАСО FOUTGT--AAA 360 





[SA САСАРСОССІ -САЛАССАЛА СОСА-АСАТА А--ААСАТСА --------- АТЫҚ-СӨТТ CGTETGGETG - -GEGECELG <6--С--ТТА CECOECTTGGAG AGTACTEGEG ҮСТІСІ--АЛА A60 


І5ІЗ с төйсесе -Сасасттас СССТТССАСА ----СТА--- ---------- a n А GUAGEA CTFECGAFCG TPEIGECCTEG АӨОТСССПСӘА СТТІСІТС-- ВО 








Тк С ТЕСУ -СОСССТТАС CGETTGGAGA —----бТА--- ---------- CTEG----CT GGCC--- - ~ GGAGEA СТТОСОАТОӘ Т?СТаСаТСа AGTECCOGAG CPTECTECG АБО 
ЦАСАЧА САСОТСІССА АТСАСААТА- CACTT = “ОССАЛСОССА О САСОТСТА GAGAGACGE СОТ. Т-ССТОСАТА АСТТОНСТСО Т UG АӨОТСОСТОАН СЗСТТІСІСО 560 
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TDRH 
ТҲ 
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5 С TEGTCGAG-- -----САССа бАССОАСОТ- СТАССАСАСО АТСАСОСІСС ТССАТСАТТС GTCALTGA 
---------С ТОСТОСАС-- -----САССЧ САСССАССТ- СТАССАСАСС АТСАСССТСС ТССАТСАТТС 66-ТСАТТОА 
TOEA С PEETEGAG-- -----CAGCE САСССАССТ- СТАССАСАСС ATCAGCCICG ТССАТСАТТС GG TCATTGA 

--------С TORTORA? “CAGCE САССОАСОТ СТАССАСАСО ATCAGGETEG TECATCATTE GN-TCAFTGA АСССОССЄСС 
EEE © PEETERAG-- === -САССО САСССАССТ- СТАССАСАСО ATUAGECICG TECATGATTE GO ТСАТТОАЛ ACGCGEGCGC 
---------С PEGTEGAG- CAGCH GACCEGACGT - СТАССАСАСО ATCAGGETECG ТССАТСАТТС ОС-ТСАТТСА АСОСОСОООО 


55% "АС ТСОТССАС-- -----САССО САССОАССТ- СТАССАСАСО АТСАСССТСО ТССАТССАТС 80-ТСАТТСА АСОСОСОСОС 
АПСССАСССА ССТСТАСААС бАТТба--ӨСТ СӨТССАЛСАС ТЕСАТТАССС CGCGCCAAFG ССТСТСТССТ СОСТССАТСО бАТСОТОТОА 
СТССАСТССС ТСАССТСТТТ GCGAG-AGEG САССОАСОАС ТОТОСАССЛА ТТСОСОСТТО ТССАТОС-Т6 ТО-ТСАТТТА АСОСОСОСОС 
САССА-СТАС ТССТССССТС GAGCACAGEG САСССАССТ- СТАССАСАСО АТСАСССТСС ТССАТОСАТС GG ТСАТТСЛ АТОСОССССТ 
е-з--СТАС ТССТСОАС-- ----- CAGCG GACCGACTG- СТАПСАСАСО АТСАСЕСТСО ТОСАТОТТТС СС-ТТАТССА ACGCGEGCTC 
АПСОСОС--- САСТАСТТСС САТССТІСІС СӨТТССАСТ CECOGA GET ТСТСӨССІСО ТССАССАСОО, СА-СССАТ-Т ОТСАСТТААС 
--------АС TERTEGAG-- ----- САОСС САСССАСОТ- СТАССАСАСО АТСЛӨССТСО ТОСАТССЛІС СС-ТСАТТОА АСОСОСОСОС 
| С ТСаТСбАй-< -CAOCG GACEGACGT- СТАССАСАСО ATCAGOCTCE ТОСАТСАТТЕ 06-ТААСТОЛ ATGCGEGCGC 
кесасассыс САСТАСТТСС GATCGETETG CGT-CGAGT- CECGGA-GET ТСТСОССТОО TCGAGCOGCTG СА-С-САС- Т СССАСТАСАС 
асаа GETTE ЖСТІ-- TG СА -ОСАССС САСССАТТО- ТСАПТАСА-- -----ОСАСО АТСА-----С САЗТСТТТОС ОСОСОСОССС 
-АСАТ-ТСАС 1661-----0 САСС-САССО САСССАССТ- СТАССАСАСС АТСАСОСТТС ТССАТССАТС СС-ТСАТТСА АССССССССТ 
касесас--- САЄТАСТТСС САТСОТТЕТО СӨТТОСАСТ- CCEGGA-GCT TOTCGUUTEG ТССАССАЄСС СА СССАА C СТСАСТАСАС 
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图 1 赤 眼 蜂 属 不 同 种 及 地 理 种 群 〈《 外 群 : JERAR) ITS2 排序 图 
Бір. 1 ITS2 alignment of different Trichogramma species апі populations (outgroup: Uscana semifumipennis ) 
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图 2 采用 МЕСА 的 UPGMA 算法 推定 的 赤 眼 蜂 分 子 系统 进化 树 〈 尤 氏 赤 眼 蜂 属 作 外 群 ， 进 化 距离 采用 Tamura-Nei 模型 计算 ) 
Бір. 2 ОРСМА tree of Trichogramma spp. Сошетоцр: Uscana semifumipennis) obtained by Tamura-Nei model of МЕСА. 1 000 


bootstrap replicates. Transitions and transversions are equally weighted. 

TDCHA = Т. dendrolimi СНА; TDGZ = Т. dendrolimi GZ: TDJL= Т. dendrolimi Ло TDRH= Т. dendrolimi RH: TDXZ = Т. dendrolim XZ; 
TDYBL= Т. dendrolimi YBL; TBGER = Т. brassicae; TBOUR = Т. bourarachae; TBREV = Т. Бгелісар Шит: TCONF = Т. confusum; 
TCORD= Т. cordubensis; TDEION= Т. deion; TECN = Т. evanescens; ТЕМСЕК = Т. embryophagum; ТКАҮ = Т. баудай: ТМОВ = Т. nubilale; 
TOCN = Т. ostriniae; TOLE = Т. oleae: TPLAT= Т. platneri; ТРКАТ = Т. pratti; ТРКЕТ = Т. pretiosum: ТЗАТН = Т. зѕаћоп: 

TSIB = 7. sibericum; ТТОВК = Т. turkestanica; USCANA = Uscana sp. 


2.3 讨论 

为 构建 赤 眼 蜂 快 速 鉴定 和 检测 的 技术 方法 ， 本 
研究 通过 克隆 测序 ， 获 得 了 国内 外 多 种 赤 眼 蜂 及 我 
国松 毛虫 赤 眼 蜂 6 个 地 理 种 群 的 TTS2 全 序列 《所 
测定 的 16 条 序列 均 被 GenBank 收录 )， 评 价 了 rD- 
NA-ITS2 序列 在 赤 眼 蜂 属 不 同 种 系统 进化 研究 中 的 
作用 ， 探 讨 了 ITS2 序列 在 属 间 、 种 间 和 种 内 《 同 
种 不 同 地 理 种 群 间 〉 的 遗传 差异 。 考 虑 到 不 同 的 建 
树 方法 以 及 不 同 的 进化 距离 计算 模型 具有 不 同 的 假 
定 ， 本 研究 分 别 采 用 了 目前 常用 的 各 种 算法 进行 进 
化 距离 计算 和 建树 《本 文 只 列 出 Tamura-Nei 距离 和 
UPMGA 方法 所 获得 的 经 过 1 000 次 Boostrap 重复 检 
验 的 进化 树 )， 结 果 发 现 不 同 的 算法 获得 的 进化 树 
基本 相同 ， 即 将 目标 类 群 聚 类 成 11 个 进化 支 : 《1) 


尤 氏 赤 眼 蜂 ; 2〉 松 毛 忠 赤 眼 蜂 的 6 个 地 理 种 群 ， 
(3) Т. bourarachae; (4) Т. brevicapillum; (5) Т. 
nubilale; (6) Т. embryophagum; (7) Т. corduben- 
sis; (8) Т. platneri; (9) Т. evanescens» Т. brassi- 
сае» Т. turkestanica; (10) Т. sibericum» Т. confu- 
(11) Т. pratti» Т. deion» Т. 
sathon, Т. kaykai» Т. oleae» Т. pretiosum。 № 
究 将 来 自 不 同属 的 种 类 作 外 群 ， 而 将 同一 种 的 不 同 
地 理 种 群 作 种 级 标准 ， 与 其 它 亦 眼 蜂 属 不 同 种 类 同 
时 进行 聚 类 ， 作 者 认为 该 育 类 结果 将 能 较 好 地 反映 
赤 眼 蜂 属 不 同 种 之 间 的 系统 进化 关系 。 从 进化 树 可 
以 看 出 ，ITS2 不 能 将 后 三 群 区 分 开 ， 说 明 同一 群 内 
的 种 类 缘 系 较 近 。 若 能 采用 多 种 不 同 分 子 标记 ， 并 
弄 清 不 同 赤 眼 蜂 种 类 的 来 源 ， 将 有 助 于 阔 明 目标 类 


sum» Т. ostriniae; 
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群 之 间 的 亲缘 关系 及 生物 地 理学 关系 。 

从 1152 排序 图 和 进化 距离 数据 矩阵 表 可 以 看 
出 ， 同 一 种 《〈《 松 毛虫 赤 眼 蜂 )》 的 不 同 地 理 种 群 的 
ITS2 序列 相当 保守 (进化 距离 小 于 2%)。 这 表明 
ЖЕЖ ITS2 序列 鉴别 种 下 阶 元 是 不 可 行 的 。 赤 
眼 蜂 属 不 同 种 类 之 间 的 进化 分 歧 变 动 范 围 较 大 ， 但 
至 少 在 15% 以 上 。 因 此 ITS2 序列 可 以 作为 赤 眼 蜂 
种 一 级 水 平分 类 的 重要 鞭 标 ， 因 为 我 们 可 以 同时 利 
用 ITS2 序列 在 赤 眼 蜂 种 下 阶 元 的 保守 性 和 赤 眼 蜂 
种 间 的 序列 差异 设计 蜂 种 特异 引物 ， 并 通过 PCR 
扩 增 ， 最 终 实现 对 赤 眼 蜂 种 的 快速 鉴定 和 检测 。 

传统 的 系统 发 育 分 析 主 要 依赖 于 物种 的 生物 学 
特性 、 生 物 形 态 及 生物 地 理 信息 等 ， 但 物种 间 可 供 
比较 的 形态 学 性 状 是 有 限 的 ， 同 时 由 于 进化 趋同 ， 
不 同 物种 可 能 表现 出 相同 的 形态 特征 ， 因此 近年 来 
分 子 标记 技术 已 成 为 物种 鉴定 的 重要 辅助 工具 。 然 
而 ， 在 物种 鉴定 和 不 同 种 类 间 的 系统 进化 关系 分 析 
中 ， 采 用 何 种 分 子 标记 以 及 何 种 分 析 方 法 需要 谨慎 
对 待 。 真 核 细 胞 rDNA 有 几 十 甚至 数 千 个 拷贝 ， 它 
同时 具有 多 变 区 和 保守 区 ， 能 够 分 别 反映 早期 及 近 
期 进化 事件 ， 较 适合 于 系统 发 育 分 析 。 
致谢 ”本 研究 承蒙 北京 市 农林 科学 院 生 物 防 治 科研 
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授 鉴 定 部 分 赤 眼 蜂 样品 ， 中 国 农业 科学 院 植物 保护 
研究 所 及 联邦 德国 农林 生物 研究 中 心 生物 防治 研究 
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